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ABSTRACT

Genomic assays have been widely used to elucidsponses to stimulus, but many biological

processes are still unclear. In these cases, aappsoach should be used, which would reflect

responses preceding the transcriptomic ones opéemttent of MRNA expression, for example response
transduced through posttranslational modificatidnpmteins. Phosphorylation is one of the most

important posttranslational modifications of protei At least 5% of Arabidopsis thaliana genome is

responsible for regulation of protein phosphorglatiwhich indicates that nearly all aspects of cell

function involve reversible phosphorylation. Iltaso a major issue in modern proteomics. We present
the use of proteomics in study of plant signalimgl gossible way to uncover external stimulus

perception in plants.
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UvoD

Zatimco v minulosti seijkladal nejvySSi vyznam genomickym studiim a anafgzprofilovani RNA
pomoci DNA ¢ipt, dnes ziskava na stalét$im vyznamu analyza proteomu. Proteomicka analyza
je schopna reflektovat zmy v okamzité odpawi organismu na stimulus, které nemusi bybeac
zavislé na regulaci genové expresiiklBdem mohou byt posttransid regulace enzyfn které hraji
klicovou roli v mnoha aktivnich drahach hiky, ale i celych organisin Vedle regulované proteolyzy,
kterd se upldiuje napiklad pi fizeni krevniho srazeni, je v dneSni #lddsi nejvice sledovanou
postransléni modifikaci fosforylace. NaSiedchéazejici proteomicky vyzkum odhalil vyznamnoli ro
fosforylace v brzké odpadi rostliny na hormon cytokininClerny et al., 2009). Navic se nam piida
nalézt mnoha zajimava spojeni mezi recepci cytokiaidalSimi stimulanty. Potencialni spojeni mezi
recepci teploty a cytokinin poskytlo dikaz, Ze fosfoproteomické metody by mohly byt pouyzit
pii odhaleni dosud stale neznamého mechanismu perteploty v rostlinachRenfield, 2008)

MATERIAL A METODIKA

Semend&ky Arabidopsis thalianavar. Columbia byly kultivovany 7 dnifipstandardnich s¥elnych
podminkach dlouhého dne (~90mol.m?2s?), teplog 21/19°C (den/noc). Poté bylyigneseny
na temperované medium a vystaveny po dobu 15 minttému Soku (0°C, 36°C). Fosfoproteom byl
izolovan zavedenou metododgrny, Brzobohaty, 2008) pomoci kitu na izolaci égsbteiri (Qiagen).
Ziskany protein byl separovan pomoci standardnieRiBtroforézy (Bio-Rad) a vysledné proteinové
mapy porovnany pomoci analyzy obrazu (Decodon [2EXa

VYSLEDKY A DISKUZE

Byl analyzovan fosfoproteom rostlin vystavenych Idggmu Soku a porovnan s rostlinami
za normélnich podminek. #nérny obraz fosfoproteomu ¢h410 ohranienych proteinovych spibt
(Obr. 1)

Tab. 1 Fosfoproteomickd mapa sem#énéArabidopsis. Zvyrazné proteinové spoty reaguji na amy
v teplotnich podminkachervena — maximalni objem po tepelném Soku, zelem@aximalni objem
za k¥znych podminek, modra — maximalni objefrspmulaci chladem
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Mezi 410 spoty bylo pozorovano 57, které vykazovadpowd na stimulus. Tato odpéy Ize rozdlit
na obecy stresovou, odp@d’ na chlad, odpa na horko a proteiny jejichz fosforylace se zda byt
ptimo & nepfimo Un¥rnd teplot okoli (Graf 1).

Graf 1 Zastoupeni stimébvliviujicich fosforylace a defosforylace prot&in
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ZAVER

Byla prokdzana vyrazna role fosfoproteomu v zpestitovani teplotni odpédi v Arabidopsis
Priblizné 1/8 ze vSech pozorovanych proteinovych spw fosfoproteomické 2D magse rjakym
zpisobem zapojuje do teplotnich odpadVl rostliny. Zhruba polovinugthto spol Ize povazovat

za obecnou odpeéd na stres, zbyvajiafast se vSak zda byt regulovanaibechladem, nebo horkem,
u 5% proteir byla dokonce pozorovandimaci nepima Gngra mezi teplotou a Grovni fosforylace.
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